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Abstract
　　　　Rotavirus　is　the　most　common　cause　of　severe　gastroenteritis　in　young　children，　but　the　pathogenesis　of　this
disease　and　immunity　to　it　are　not　completely　understood．　Less　well　recognized　is　rotavirus－induced　central　ner－
vous　system　（CNS）　involvement，　which　has　been　associated　with　seizure，　encephalopathy　and　death．　To　examine
the　host　response　to　rotavirus　infection，　we　retrospectively　investigated　10　cytokine　profiles　in　cerebrospinal　fluid
（CSF）　in　20　children　with　CNS　involvement　associated　with　rotavirus　infection．　Subjects　were　classified　into　two
groups　of　patients　with　encephalopathy　following　prolonged　seizure　（encephalopathy　group）　and　afebrile，　and
those　with　a　brief　cluster　of　seizures　without　encephalopathy　（cluster　group）．　IL－1B　and　IL－6　increased　in　the
group　ofchildren　with　encephalopathy　compared　with　those　in　the　cluster　group．　On　the　other　hand，　IL－17　levels
of　the　cluster　group　were　significantly　higher　than　those　of　the　encephalopathy　group．　High　cytokine　levels　in
CSF　may　induce　neurological　disorders　and　may　be　related　to　the　severity　of　disorders．　This　is，　to　the　best　of　our
knowledge，　the　first　report　about　several　cytokines　in　CSF　obtained　from　patients　with　CNS　involvement　associ－
ated　with　rotavirus　infection．　Fuither　study　is　necessary　to　determine　whether　CSF　cytokine　have　an　important
role　in　rotavirus　infection－induced　CNS　involvement．
Introduction
　　Rotavirus　infection　is　a　frequent　cause　of　severe　gas－
troenteritis　in　children．　lnfection　is　localized　in　the
intestine，　however，　there　are　many　papers　about　extraint－
estinal　involvement　一　central　nervous　system　（CNS）
complications　in　association　with　rotavirus　infec－
tionsi’3）．　Children　with　rotavirus　infection　can　experi－
ence　severe　or　benign　convulsions．　The　severe　type
involves　encephalopathy　which　is　followed　by　prolonged
seizure　with　depressed　levels　of　consciousness　and　some
cases　have　a　poor　prognosis4）5）．　The　benign　type　is　afe－
brile，　brief　（less　than　5　min）　clusters　of　seizures　charac－
terized　by　generalized　tonic－clonic　seizure6）7）．　The　con－
dition　is　characterized　by　seizures　tending　to　occur
repetitively　over　several　days　and　has　a　good　prognosis
without　sequelae8）．　However　any　possible　pathophysio－
Iogical　correl tions　between　the　two　groups　are　still
unclear．　Peltola　et　al．　reported　that　increased　levels　of
interleukin－6（1レ6）were　evident　after　tonic－clonic　sei－
zure　whereas　interleukin－IB　（IL－IP）　levels　reinained
unchanged　 n　cerebrospinal　fluid　（CSF）9）iO）．　Jiang　et
al．　analyzed　s ven　cytokines　in　serum　from　children
with　rotavirus　dian’hea，　the　levels　ofthree　cytokines　〈IL－
6，　interleukin－10　（IL－10），　and　interferon－y　（IFN－y）＞
were　sig ific tly　higher　than　those　in　serum　from　con－
trol　children　without　diarrheaii）．　These　findings　suggest
that　certain　cytokines　may　play　an　important　role　in　the
pathogenesis　of，　and　protection　against，　rotavirus　disease
in　children．　ln　encephalopathy　cases，　rotavirus　infec一
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Table　l　a　Clinical　characteristics　ofthe　8　patients　with　encephalopathy　following　prolonged　seizures　（encephalopathy　group）
Case Age Sex Clinical
Symptom
Seizures：no．　of　GCS
attacks　duration
CSF：　cell　count
pro，　sug　（mg／dl）
WBC
（fpl）
CRP
（mg／dl）
Outcome
1
2
3
4
5
6
7
8
6YgM
1Y6M
1Y8M
IY3M
3Y3M
IYIIM
IYIM
8M
M
M
M
M
F
M
M
Vomiting，　diarrhea
Fever
diarrhea，　fever
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Fever
Vomiting，　diarrhea
Fever
Vomiting，　diarrhea
Fever，　DIC
Vomiting，　diarrhea
CPA，　MOF
Vomiting，　diarrhea
DIC，　RF
GTCS　1　time
20　min
GTCS　1　time
120　min
GTCS　1　time
40　min
GTCS　l　time
30　min
CPS　1　time
30　min
CPS　1　time
20　min
GTCS　1　time
GTCS　1　time
30　min
E2V3M2
E2V3M2
EIVIM2
ElV2M2
E2V3M2
EIVIMI
EIVIMI
EIVIMI
Cell　count　7fpl
pro　90，　sug　89
Cell　count　1／pl
pro　15，　sug　92
Cell　count　3／pl
not　examined
Cell　count　4／pl
pro　22，　sug　153
Cell　count　1／pl
pro　13，　sug　96
Cell　count　1／pl
pro　15，　sug　54
Cell　count　3／pl
not　examined
Cell　count　2／pl
pro　35，　sug　56
10500
7700
9800
7900
9300
4400
2200
19900
1．3
〈O．3
1．0
1．8
O．5
〈O．3
2．3
〈O．3
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
developmental
　　　　　　delay
died
developmental
　　　　　　delay
Table　l　b　Clinical　characteristics　of　the　12　afebrile　and　the　good　patients　with　a　brief　cluster　of　seizures　without　encephalopathy　（cluster
　　　　　　group）
CaseAgeSex Clinical
Symptom
Seizures：　no．　of
attacks　duration
GCS CSF：　cell　count
pro，　sug　（mg／dl）
WBC
（／pl）
CRP
（mg／dl）
Outcome
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
IY6M　F
IY6M　M
2YIOM　M
IYgM　F
IY6M　M
IYIIM　F
2Y4M　F
IYgM　F
IY2M　F
2YIM　M
IYIOM　F
IY4M　F
Vomiting
Vomiting
diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
Vomiting，　diarrhea
GTCS　7　times
1　min
GTCS　4　times
1　min
GTCS　1　time
2　min
GTCS　4　times
1　min　to　3　min
GTCS　3　times
2　min　to　4　min
GTCS　2　times
lO　sec　to　20　sec
GTCS　4　times
15　sec　to　1　min
GTCS　6　times
2　min　to　3　min
GTCS　4　times
1　mjn　to　3　min
GTCS　3　times
2　min　to　3　min
GTCS　3　times
1　min　to　3　min
GTCS　3　times
1　min
E4VsM6
E4VsM6
E4V4M5
E4VsM6
E3V3M5
E4V4M6
E4V4M5
E4VsM6
E4VsM6
E4V4M5
E4VsM6
E3V4M5
Cell　count　3／pl
not　examined
Cell　count　3／pl
not　examined
Cell　count　3／pl
pro　17，　sug　65
Cell　count　4／pl
pro　17，　sug　57
Cell　count　5／pl
pro　9，　sug　84
Cell　count　1／ptl
pro　11，　sug　128
Cell　count　2／FLI
pro　12，　sug　77
Cell　count　11／pl
pro　8，　sug　70
Cell　count　1／pl
Cell　count　22／pl
not　examined
Cell　count　3／pl
pro　10，　sug　104
Cell　count　17／pl
pro　27，　sug　54
9000
8000
4500
10200
11000
3600
8100
10000
7300
6000
6900
8000
〈O．3
〈O．3
く0．3
〈O．3
1．3
1．7
O．4
〈O．3
O．4
〈O．3
〈O．3
〈O．3
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
healthy
CPA　；　cardiopulmonary　arrest，　MOF；　multiple　organ　failure，　DIC　；　disseminated　intravascular　coagulation，　RF　；　renal　failure
GTCS　；　generalized　tonic－clonic　seizures，　CPS　；　clonic　partial　seizure，　GCS　；　Glasgow　coma　scale，　pro　；　protein，　sug；　sugar
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Fig．　Ia　IL－1Band　IL－61evels（pg／ml）of　CSF　obtained　from　patients　in　the　encephalopathy　group　and　the　cluster　group．　Each　point　rep－
　　　　　resents　the　actual　value　of　each　patient．　The　black　bar　shows　the　mean　of　each　group．　The　number　in　parentheses　is　the　total
　　　　　number　of　patients　in　each　group．　＊Significant　difference　between　the　encephalopathy　group　and　the　cluster　group．　＊p〈O．05．
tion　is　rarely　related　to　a　poor　prognosis．　Cytokine　pro－
filing　may　provide　directions　and　insights　that　could
prove　critical　to　the　prevention　or　treatment　of　this
important　disease．
　　In　this　study，　to　make　a　comparison　between　two
groups　and　explore　possible　mechanisms，　we　retrospec－
tively　investigated　cytokine　profiling　in　CSF　in　20　chil－
dren　with　CNS　involvement　associated　with　rotavirus
infection．
Subjects　and　method
　　We　enrolled　20　children　hospitalized　in　Tokyo　Medical
University　（Tokyo，　Japan）　between　1999　and　2009．
They　had　been　given　diagnosis　of　rotavirus一　induced
CNS　involvement．　All　rectal　swab　specimens　were
found　to　be　positive　for　rotavirus　antigen　using　the　latex
agglutination　test　（lmmunoCard　STAT！＠　Rotavirus　from
Meridian　Bioscience，　Inc．　USA）．　This　is　a　rapid　test　for
the　detection　of　rotavirus　antigen　in　human　stool．　CSF
samples　were　collected　from　patients　after　parents　had
been　obtained　informed　consent．　Rectal　swab　speci－
mens　and　CSF　samples　were　obtained　on　admission．
Patient　profiles　are　shown　in　Tables　l　a　and　l　b．　All　CSF
samples　were　kept　frozen　at　一800C　immediately　after
collection　until　final　analysis．　We　assayed　10　cytokines
［IL－IP，　IL－6，　interleukin－8　（IL－8），　IL－10，　interleukin－12
（IL－12），　interleukin－17　（IL－17），　tumor　necrosis　factor　一a
（TNF－ct），　IFN－y，　monocyte　chemotactic　protein－1
（MCP－1）　and　granulocyte－colony　stimulating　factor
（G－CSF）］　by　the　Bio　一　Plex　suspension　array　system　and
17　Plex　Panel　（Bio－Rad　laboratories，　Tokyo，　Japan）　in
the　CSF　obtained　from　patients．　These　are　magnetic
bead－based　multiplex　assays　designed　to　measure　multi一
ple　cytokines，　chemokines　and　growth　factors．　The
multiplexing　feature　makes　it　possible　to　quantitate　the
level　of　 ultiple proteins　in　a　single　well，　in　just　3　hours，
using　as　little　as　50　pl　of　CSF．　The　differences　between
gr ups　were　analyzed　using　the　Mann－Whitney　U　test　or
x2　test．　P　values　l ss　than　O．05　were　considered　statisti－
cally　significant．　Statistical　analysis　was　performed　by
using　Sta cel　softwa e　（OMS，　Saitama，　Japan）．
Result
　　Patients：We　classified　the　20　children　into　2　groups；
patients　with　encephalopathy　fbllowing　prolonged　sei－
zure（encephalopathy　group，　n＝8，　male　7：female　l）and
afebrile・those　with　brief　clusters　of　seizures　without　　　　　　　ヲ
encephalopathy（cluster　group，　n＝12，　male　4：female
8）．The　mean　age　of　patients　was　27　months（range
8－81mon hs）in　encephalopathy　group，　and　22　months
（range　14－34　months）in　cluster　group．　In　the　encepha－
lopathy　group，　seizure　occured　once　and　lasted　more　than
twenty　minut s　with　depressed　level　of　consciousness．
Clinical　symptoms　other　than　seizures　included　vomit－
ing， diarrhea　and　fever．　No　patient　had　abnormal　find－
ings　on routine　CSF　examination．　Stool　bacterial　cul－
ture　tests　were　all　negative．　3patients（cases　6，7and　8）
were　s verely　ill　a d　required　intensive　care　due　to　car－
d opu monary　arrest（CPA），　multiple　organ　failure
（MOF），　disseminated　intravenous　coagulation（DIC）and
renal　failure（RF）．　Two　patients（case　6　and　8）showed
developmental　delay，　and　one　patient（case　7）died．　All
p tients　except　cases　6，7and　8　were　discharged　without
any　neurological　sequelae．　In　the　cluster　group，　all
patients　 xcept　case　3　suffered　2　or　more　seizure　attacks，
each　of　which las ed　about　2　min（none　lasted　more　than
（3）
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Fig．　lb　IL－17　levels　（pg／ml）　of　CSF　obtained　from　patients　in
　　　　　the　encephalopathy　group　and　the　cluster　group．　Each
　　　　　point　represents　the　actual　value　of　each　patient．　The
　　　　　black　bar　shows　the　mean　of　each　group．　The　number　in
　　　　　parentheses　is　the　total　nu1皿ber　of　patients　in　each
　　　　　group．　’Significant　difference　between　the　encephalopa－
　　　　　thy　group　and　the　cluster　group．　＊Pく0．05．
5min）．　Clinical　symptoms　other　than　seizures　included
vomiting　and　diarrhea．　No　patient　had　fever　during　the
seizure　attacks，　although　some　had　fever　at　other　times
during　the　clinical　course　of　the　illness．　No　patient　had
abnormal　finding　on　routine　CSF　examination．　Stool
bacterial　culture　tests　were　all　negative．　All　patients
were　discharged　and　had　no　neurological　sequelae．　We
did　not　perform　tests　to　examine　anti－rotavirus　antibody
titer　because　there　were　no　available　samples．
　　Cytokines：　We　showed　the　cytokines　profile　of　CSF
obtained　from　patients　with　encephalopathy　and　cluster
group　in　Figure　1．　The　levels　of　IL－IB　and　IL－6　in　the
encephalopathy　group　were　high　compared　with　cluster
group（Fig．　I　a）．　The　level　of　IL－17in　the　cluster　group
was　significantly　higher　than　in　the　encephalopathy
group　（Fig．　l　b）．　On　the　contrary，　no　differences　were
seen　in　the　levels　of　Iレ8，　IL－10，　IL－12，　TNF一α，　IFN一γ，
MCP－1　and　G－CSF　in　the　two　groups　（Fig．　1　c）．
　　Rotavirus　is　the　most　common　cause　of　severe　gastro－
enteritis　in　young　children，　but　the　pathogenesis　of　this
disease　and　immunity　to　it　are　not　completely　under－
stood．　Less　well　recognized　is　the　association　of　rotavi－
rus－induced　CNS　involvement，　which　has　been　associ－
ated　with　seizure，　encephalopathy　and　death．　ln　the
present　study，　we　assayed　10　cytokines　involved　in
CNS．　Cytokines　comprise　a　diverse　group　ofsmall　pro－
teins　with　both　pro一　and　anti－inflammatory　properties
and　are　increasingly　recognized　to　play　important　roles
in　infectious　diseasesi2）．　Sugata　et　al．　examined　the
association　between　rotavirus　antigenemia　and　clinical
features，　particularly　extraintestinal　manifestations，　and
the　association　between　serum　cytokine　levels　（IL－8　and
IL－10）　and　rotavirus　antigen　quantity　i　3）．　There　are　sev－
eral　reports　about　CSF　cytokines　in　bacterial　and　viral　menin－
gitisi4r　i　6），　however，　there　are　a　few　reports　about　CSF　cyto－
kines　in　rotavirus－induced　CNS　involvement　i7）i8）．　pro－
inflammatory　cytokines，　IL－IP　and　IL－6，　play　important
roles　in　host　defense　responses　during　infections．　ln
this　report，　IL－IP　and　IL－6　were　elevated　in　children　in
the　encephalopathy　group　compared　with　those　in　the
cluster　group．　Although　there　was　no　significant　differ－
ence　between　the　two　gro叩s，　there　were　a　few　cases　of
high　levels　of　IL－IP　and　IL－6　in　the　encephalopathy
group．　Lehtimaki　et　al．　hypothesized　that　release　of
excessive　amounts　of　glutamate　into　extracellular　spaces
and　to　CSF　stimulated　astrocytic　release　of　IL－6　in　a
dose－dependent　fashion　in　the　presence　of　IL－IB　in　gen－
eralized　tonic－clonic　seizuresi9）．　IL－IB　presence　in　the
brain　is　well　documented　especially　after　seizure　activ－
ity20）．　W 　 ve　examined　glutamate　of　CSF　in　both　the
encephalopathy　and　cluster　groups．　The　levels　of　gluta－
mate　in　the　encephalopathy　group　were　significantly
high r　than　those　in　cluster　group　（data　not　shown）．　ln
some　cases，　glutamate　may　induce　release　of　IL－6　in　the
presence　of　IL－16．　lt　is　supposed　that　activation　of
cytokine　n twork　including　amino　acid　induce　CNS
involvement　associated　with　rotavirus　infection．
　　On　the other　hand，　IL－17　levels　of　the　cluster　group
were　significantly　higher　than　those　of　the　encephalopa－
hy　group．　IL－17　is　a　cytokine　with　powerfu1　pro－
inflammatory　activity．　The　production　of　IL－17　has
been　reported　to　be　triggered　by　the　dendritic－cell－
secreted　cytokine，　IL－23，　primarily　in　memory　T
cells2i）229）23）．　Smiley　et　al．　reported　that　the　synthesis　of
mRNAs　for　IFN－y　and　IL－17　was　found　to　be　temporar－
ily　upregulated　in　intestinal　lymphoid　cells　of　VP6／
LT（R192G）一immunized　mice　at　12　hours　after　rotavirus
challenge24）．　ln　the　cluster　group，　seizures　tended　to
occur　repetitively．　It　is　unclear　why　the　level　of　Iレ17
is　higher　in　the　cluster　group　than　in　the　encephalopathy
（4）
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group，　however，　upregulation　of　the　Iレ17gene　expres－
sion　in　association　with　suppression　of　rotavirus　shed－
ding　may　be　observed　in　the　cluster　of　seizures
group．　lt　may　suggest　that　pathogenesis　of　encephalop－
athy　and　cluster　of　seizures　is　distinct．　Liu　et　al．
reported　rotavirus　RNA　and　antigens　in　serum　and　cere－
brospinal　fluid　samples　from　diarrheic　children　with　sei－
zures25）．　Kawashima　et　al．　reported　that　nitric　oxide
（NO）　metabolites　（NOx）　levels　in　both　serum　and　CSF
obtained　from　rotavirus　gastroenteritis　patients　with　con－
vulsion　were　much　higher　than　in　those　of　patients　with
purulent　meningitis，　encephalitis，　and　febrile　convulsions
than　in　the　control　group26）．　Several　cytokines，　viral
doses　and　NO　may　induce　neurological　disorders　and
iTnay　relate　severity　of　disorders．　This，　we　believed，　is
the　first　report　about　several　cytokines　in　CSF　obtained
from　patients　with　CNS　involvement　associated　with
rotavirus　infection．　Further　studies　are　necessary　to
determine　whether　CSF　cytokine　levels　have　an　impor－
tant　role　in　rotavirus　induced　CNS　involvement　including
serum　cytokines，　viral　dose　and　NO．
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ロタウイルス感染に伴う中枢神経合併症における髄液サイトカインの検討
鈴　木　俊　輔 柏　木　保　代
星　加　明　徳
河　島　尚　志
東京医科大学小児科学講座
　ロタウイルスは乳幼児における重症胃腸炎の最も一般的な原因である。しかしロタウイルス感染に伴った中枢神
経合併症（痙攣や脳症、時には死亡症例もある）の病因や免疫動態はわかっていない。我々はロタウイルス感染に
対する免疫応答を知るため、ロタウイルス感染に伴う中枢神経合併症をおこした20人の髄液を用いサイトカイン
10種類を測定した。対象を、脳症を呈した群（脳症群）と脳症のない群発性痙攣をきたした群（群発群）の2つの
グループにわけた。IL－1βとIL－6は脳症群で上昇の傾向がみられ、　IL－17は群発群で統計的に有意差をもって高値で
あった。髄液における高サイトカイン状態は神経学的合併症をひきおこし、疾患の重症度に関連すると考えられた。
〈キーワード〉　ロタウイルス、髄液、サイトカイン
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